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RESUMO
A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma técnica valiosa para separação e caracterização das
proteínas e através deste método muitas proteínas do plasma seminal de várias espécies foram descritas e caracterizadas. O objetivo
do presente estudo foi relacionar o perfil das proteínas de baixo peso molecular do plasma seminal bovino com a congelabilidade do
sêmen. O plasma seminal de 16 reprodutores bovinos de maior e menor congelabilidade foram utilizados neste estudo. Foram
encontradas 12 bandas protéicas nas amostras de plasma seminal analisadas nos géis SDS-PAGE a 15%. Apenas 6 das 12 bandas
foram detectadas em todos os ejaculados estudados, sendo que somente as bandas protéicas 3 (15-16kDa; pI 4,7-5,2), 5 (16-17kDa;
pI 4,1-4,8) e 7 (10-12kDa; pI 4,8-4,9) não apresentaram variação significativa entre as amostras de plasma seminal dos reprodutores.
Das proteínas analisadas neste estudo, 4 apresentaram-se quantitativamente superiores (P<0,05) nas amostras dos reprodutores
pertencentes ao grupo de maior congelabilidade, as bandas 3 (15-16kDa; pI 4,7-5,2), 7 (11-12kDa; pI 4,1-4,8), 11 (13-14kDa; pI 6,90-6,50)
e 23 (18-20kDa; pI 4,8-5,2), enquanto que a banda protéica 25 (25-26kDa; pI 6,0-6,5) mostrou-se significativamente superior (P<0,05)
nos reprodutores de menor congelabilidade do sêmen. As evidências encontradas neste experimento mostram que existem diferenças
no perfil protéico dos reprodutores com maior e menor congelabilidade do sêmen, sugerindo as proteínas 3, 7, 11, 23 como possíveis
marcadores da congelabilidade do sêmen e a proteína 25 como indicativo da menor congelabilidade do sêmen.
Descritores: proteínas, plasma seminal, congelabilidade, eletroforese.
ABSTRACT
Two-dimensional gel polyacrylamide electrophoresis represents a valuable tool for the separation and character-
ization of proteins from complex biological samples. Many proteins from seminal plasma of various animal have been
described and characterized and 2-D PAGE has been widely used for their separation and analysis. The objectives of this
study were to evaluate the low weight protein profile of bovine seminal plasma using two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D-PAGE) and to find if any of these proteins was correlated with semen freezability. A total of 16 bull
seminal plasma were used in this study. Of the 12 proteins found in the research bulls, three spots, present in all samples, 3
(15-16kDa), 5 (16-17kDa) and 7 (10-12kDa) had not a statistically significant variation among bulls, regardless the freezability
group. Four proteins showed superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from bulls with high
semen freezability, than in the samples of the bulls of low semen freezability: the spots 3 (15-16kDa, pI 4.7-5.2), 7 (11-12kDa,
pI 4.8-4.9), 11 (13-14kDa, pI 6.0-6.5) and 23 (20-22kDa, pI 4.8-5.2). On the other hand, the spot 25 (25-26kDa, pI 6.0-6.5) showed
superior relative protein content (P<0.05) on seminal plasma samples from bulls with low semen freezability. The data found
out in this study suggest protein profile differences between high and low bulls semen freezability and that the proteins 3,
7, 11 and 23 can be used as a semen freezability marker and the protein 25 would be related with low semen freezability.
Key words: proteins, seminal plasma, freezability, two-dimensional electrophoresis.
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INTRODUÇÃO
Nas décadas de 1950 e 1960, a técnica de
eletroforese começou a ser utilizada para mapear e iden-
tificar componentes protéicos solúveis de ejaculados [4,
21,43]. Inicialmente, foi utilizada a eletroforese em solu-
ções de sacarose [21], a qual foi substituída pelos géis de
amido [46], mas os melhores resultados foram obtidos
através da eletroforese em géis de poliacrilamida, sendo
a técnica utilizada com sucesso até os dias de hoje.
Através de eletroforese unidimensional, o perfil
protéico do plasma seminal bovino foi correlacionado
com padrões de fertilidade normais [2,29] e alterados
[34,49], com a congelabilidade [37,38] e com a viabili-
dade do sêmen [1].
A eletroforese bidimensional em géis de polia-
crilamida representa uma técnica valiosa para sepa-
ração e caracterização das proteínas e através deste
método, muitas proteínas do plasma seminal de várias
espécies foram descritas e caracterizadas [6,9,11,13,
14,20,26]. Analisando as proteínas de alto peso
molecular no plasma seminal bovino, foram encontra-
das duas proteínas relacionadas à congelabilidade do
sêmen [19], entretanto, o perfil das proteínas de baixo
peso molecular do plasma seminal bovino ainda não
foi correlacionado com a congelabilidade do sêmen
através do uso de eletroforese bidimensional.
Este trabalho objetivou avaliar o perfil das pro-
teínas de baixo peso molecular do plasma seminal de
reprodutores bovinos de uma Central de Inseminação
Artificial através de eletroforese bidimensional, bem
como relacionar o perfil destas proteínas com a
congelabilidade do sêmen de touros doadores.
MATERIAIS E MÉTODOS
Foram utilizados 16 reprodutores adultos, doa-
dores de sêmen de uma central de inseminação artifi-
cial, pertencentes às espécies Bos taurus taurus (9)
e Bos taurus indicus (7), mantidos sob o mesmo re-
gime de manejo e alimentação e subdivididos em dois
grupos, de acordo com o grau de congelabilidade do
sêmen. A formação dos grupos dos reprodutores, de
acordo com a congelabilidade do sêmen, foi baseada
no histórico de produção da central de inseminação
artificial dos últimos 2 anos. Os animais com sêmen
de maior congelabilidade foram aqueles que, neste
período, apresentaram mais de 90% (90 - 100%) de
seus ejaculados aproveitáveis após descongelação das
palhetas de sêmen, ou seja, de acordo com os padrões
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução
Animal [8], e utilizados pela central. Por outro lado,
foram considerados reprodutores de menor congelabi-
lidade do sêmen aqueles que apresentaram percenta-
gem menor que 90% (0 - 86%) dos ejaculados apro-
veitáveis pós-descongelamento. A coleta das amos-
tras foi realizada após o grupamento dos touros de
acordo com o grau de congelabilidade do sêmen.
O sêmen foi colhido através do método da va-
gina artificial, rotineiramente utilizado na central. Após
a coleta e exame, uma alíquota de 2,0mL de sêmen foi
centrifugada a 1.500g por 15 a 20 minutos para obten-
ção do plasma seminal, o qual foi acondicionado em
tubos plásticos com rosca e congelado em botijão de
nitrogênio líquido para posterior análise no laboratório.
As amostras foram descongeladas, recentrifugadas a
10 000 g por 60 minutos a +40C e o sobrenadante foi
acondicionado em frascos criogênicos em alíquotas de
50µL, mantidas a -70oC, até sua utilização.
Para a análise das proteínas foi coletada 1
amostra de plasma seminal de cada reprodutor (agos-
to de 1999), sendo efetuadas, pelo menos, 2 reaplica-
ções nos géis para eletroforese.
A determinação de proteínas totais foi realiza-
da pelo método de Lowry et al. [23], utilizando como
padrão albumina sérica bovina (1mg/mL).
A técnica de eletroforese bidimensional foi re-
alizada pelo método de O‘Farrel et al. [31] modificado
[35]. A primeira dimensão constituiu-se de focalização
isoelétrica não equilibrada (NEPHGE) em gel tubular
de poliacrilamida a 3,5% [22], com gradiente de pH de
2 a 10.1 Foi aplicada uma quantidade de 100µg de pro-
teína em cada tubo e foi usado como marcador de fren-
te de corrida o citocromo C. A fonte utilizada foi EPS
35011 com voltagem máxima de 800V, amperagem
máxima de 10 mA e potência de 0,125 W por gel. A
corrida teve a duração de 90 minutos e foi interrompida
quando a banda visível de citocromo C atingiu 7,5cm de
migração. Os tubos foram então retirados da cuba, iden-
tificados e mantidos a -20oC, até o momento da trans-
ferência para a segunda dimensão.
Para a segunda dimensão foi utilizada eletro-
forese em placas de gel (SDS-PAGE), com sistema de
tampão descontínuo, que separa as proteínas pelo seu
peso molecular. Foram consideradas proteínas de baixo
peso molecular aquelas com peso molecular igual ou in-
ferior a 40 kDa. Foi utilizado gel de separação com uma
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concentração de 15% de acrilamida. Foi utilizado como
padrão M39132, o qual marca os pesos moleculares en-
tre 6,5 e 66 kDa, aplicando-se uma quantidade de 20µL.
Os géis foram corados com solução de
Comassie Brilliant Blue 250-R (Comassie Blue 0,15%,
metanol 53% e ácido acético 7% em água bi-destila-
da) por aproximadamente 18 horas. A descoloração
dos géis para evidenciação das bandas foi efetuada
em solução de metanol 50% e ácido acético 7% em
água bidestilada. Por cerca de 3 horas e a seguir, os
géis foram imersos numa solução de secagem (metanol
50% e glicerol 1% em água bi-destilada) por 2 horas.
Os géis foram secos entre duas folhas de celofane e
então escaneados3 e analisados pelo programa
Optiquant Acquisition & Analysis (versão 02.00)4 para
determinação da densidade óptica das bandas
protéicas, as quais foram expressas em pixeis. A den-
sidade óptica das bandas protéicas foi expressa em
percentagem relativa, sendo que 100% representa o
total de bandas (pixeis) de uma área definida, cons-
tante para todos os géis, correspondendo cada banda
protéica a uma percentagem do total.
Através do peso molecular e do ponto isoelétrico
(pI) aproximado, foi verificada a correspondência entre
as bandas protéicas analisadas e as proteínas específicas
do plasma seminal bovino já descritas na literatura.
O delineamento utilizado foi completamente ao
acaso com repetições (géis), sendo considerado como
fator em estudo a congelabilidade (maior e menor) e
como erro experimental os touros dentro da congelabi-
lidade. Como variável resposta foram considerados os
logaritmos das percentagens relativas da densidade
óptica das bandas protéicas. Foi utilizada a análise de
variância (ANOVA), com um nível de significância
de 5%. O programa estatístico utilizado foi o SAS
(Statistical Analysis System) versão 6-12.
RESULTADOS
Os valores encontrados na determinação de
proteína total do plasma seminal bovino foram de
76,96 ± 18,27 mg/mL nas amostras de plasma seminal
dos reprodutores de maior congelabilidade, enquanto
que nas amostras dos reprodutores de menor congelabi-
lidade foram de 79,39 ± 11,64 mg/ml, não se encon-
trando diferença significativa (P=0,6878) entre as
amostras de plasma seminal de ambos os grupos.
A distribuição das bandas protéicas de baixo
peso molecular do plasma seminal bovino pode ser
observada na Figura 1 e na Tabela 1. Foram encon-
tradas 12 bandas protéicas nas amostras analisadas
nos géis de SDS-PAGE, sendo que nenhum dos
ejaculados apresentou todas as 12 bandas protéicas.
As amostras de plasma seminal de 2 reprodutores
apresentaram 11 bandas, as amostras de 8 reprodutores
apresentaram 10 bandas, as amostras de 5 reprodutores
apresentaram 9 bandas e as amostras do plasma se-
minal de um reprodutor apresentou 7 bandas.
Apenas 6 das 12 bandas foram constantes em
todos os ejaculados, denominadas proteínas 3 (15-16kDa),
5 (16-17kDa), 7 (10-12kDa), 9 (14-15kDa), 17 (15-16kDa)
e 21 (18-20kDa) (Figura 1, Tabela 1). Entretanto, apenas
as bandas correspondentes às proteínas 3, 5 e 7 não apre-
sentaram variação quantitativa individual entre as amos-
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A freqüência das bandas protéicas 11, 13, 15,
19, 23 e 25, que não foram constantes nas amostras de
todos os reprodutores, encontra-se expressa na
tabela 2. Pode-se observar que 9 (90%) das amostras
provenientes dos 10 touros de maior congelabilidade do
sêmen apresentaram a banda protéica 23 (P=0,0076),
enquanto que, das amostras provenientes dos 6 touros
de menor congelabilidade do sêmen, apenas uma
(16,66%) apresentou a referida banda, havendo dife-
rença significativa (P=0,0076) entre as freqüência des-
tes dois grupos. As demais bandas protéicas não apre-
sentaram diferença significativa quanto à freqüência
entre os reprodutores de maior e menor congelabilidade
do sêmen.
A densidade óptica média e desvio padrão das
proteínas de baixo peso molecular [3, 7, 11, 23 e 25)
do plasma seminal bovino que apresentaram diferen-
ça significativa (P<0,05) quando relacionadas a
congelabilidade do sêmen é apresentada na Tabela 3
e Figura 2.
Das proteínas analisadas neste estudo, 5 apre-
sentaram diferença quantitativa entre as amostras dos
reprodutores pertencentes ao grupo de maior conge-
labilidade, daquelas provenientes dos reprodutores de
menor congelabilidade do sêmen, as bandas 3 (15-16kDa,
pI 4,7-5,2), 7 (11-12kDa, pI 4,8-4,9), 11 (13-14kDa, pI
6,0-6,5), 23 (16-18kDa, pI 4,8-5,2) e 25 (25-26kDa, pI
6,0-6,5) (Tabela 3, Figura 2). A proteína 23 apresentou
densidade óptica significativamente superior nas amos-
tras dos reprodutores de maior congelabilidade do sê-
men, porém foi detectada em amostras de apenas um
dos reprodutores considerados de menor congelabilidade.
A proteína 25, contrariamente às demais bandas protéicas
(3, 7, 11 e 23) que apresentaram valores de densidade
óptica superior nos reprodutores de maior congelabilidade
do sêmen, apresentou valores superiores nos reprodutores
de menor congelabilidade. As demais bandas protéicas
(5, 9, 12, 15, 17, 19, 21) encontradas neste estudo não
apresentaram densidades ópticas com diferenças signifi-
cativas quanto à congelabilidade do sêmen.
Figura 1. Perfil eletroforético das proteínas de baixo peso molecular do plasma seminal bovino. Em A: desenho esquemático
das proteínas de baixo peso molecular representadas por círculos com número correspondente. A numeração designa a banda
protéica descrita na tabela 1. Em B: Gel bidimensional SDS-PAGE a 15%, corado com Comassie Blue, mostrando as proteínas
de baixo peso molecular do plasma seminal bovino. A seta superior indica a direção do gradiente de pH não-equilibrado
(NEPHGE) na primeira dimensão. Os marcadores de peso molecular estão à direita, com os respectivos pesos.
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DISCUSSÃO
Os valores encontrados na determinação de
proteína total do plasma seminal bovino foram de
77,97 ± 15,82mg/mL e situam-se dentro dos valores
referidos na literatura [27, 30, 32]. Ainda foi observa-
do que, quanto maior a concentração de proteínas to-
tais, menor a motilidade espermática pós-congelamento
[27]. Entretanto, neste estudo não foi encontrada di-
ferença significativa (P=0,6878) entre as amostras de
plasma seminal de reprodutores de maior e menor
congelabilidade do sêmen. Os dados diferem do ob-
servado por Roncoletta [36], que encontrou valores
significativamente superiores na concentração de pro-
teínas totais nas amostras dos reprodutores de alta
congelabilidade do sêmen comparativamente às de
baixa congelabilidade. Cabe ressaltar que o referido
autor trabalhou com 4 grupos de animais (alta, boa,
média e baixa congelabilidade do sêmen) e que o perí-
odo de coleta das amostras foi de 6 meses, podendo
ter ocorrido flutuações na concentração das proteínas
totais neste período.
Foram encontradas 12 bandas protéicas de
densidades ópticas variadas e peso molecular entre 11
e 26kDa e pI 4,1-8,5. Apenas 6 bandas estavam pre-
sentes em todas as amostras dos reprodutores, deno-
minadas proteínas 3 (15-16kDa), 5 (16-17kDa), 7 (10-
12kDa), 9 (14-15kDa), 17 (15-16kDa) e 21 (18-20kDa)
(Tabela 1, Figura 1). Entretanto, apenas as bandas
protéicas 3, 5 e 7 não apresentaram variação entre
touros (Tabela 2), demonstrando, com isto uma uni-
formidade de expressão. A variação observada nas
demais bandas protéicas indica a existência de dife-
renças individuais entre os perfis de cada animal.
Com base no peso molecular e pI aproximado, as
bandas protéicas podem corresponder a proteínas especí-
ficas do plasma seminal bovino, já descritas na literatura.
.3alebaT lanimesamsalpodralucelomosepoxiabedsaníetorpsadoãrdapoivsedeaidémacitpóedadisneD
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Figura 2. Proteínas de baixo peso molecular que apresentaram diferença significativa nos grupos de maior e menor
congelabilidade do sêmen. Gel bidimensional SDS-PAGE a 15%, corado com Comassie Blue. A seta superior indica a direção
do gradiente de pH não-equilibrado (NEPHGE) na primeira dimensão. Os marcadores de peso molecular estão no centro e
os respectivos pesos ao lado. Em A: Proteínas do plasma seminal de reprodutor de maior congelabilidade do sêmen. As
setas indicam as proteínas que apresentaram diferença significativa nos grupos de alta e baixa congelabilidade do sêmen.
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A banda protéica 3 deste estudo, de peso
molecular entre 15 e 17kDa e pI entre 4,5 a 5,5, com
densidade óptica significativamente superior nos
reprodutores de alta congelabilidade, foi a que apre-
sentou maior densidade óptica, expressando valores
relativos médios de 13,01 ± 3,83 com um máximo de
22,83 e um mínimo de 7,26; representando 59,29% das
proteínas quantificadas nos géis. Provavelmente tra-
ta-se da PDC-109, também denominada de BSP A1/
A2 (A1 16,5kDa, pI 4,7-5 e A2 16kDa, pI 4,9-5,2) [9].
Utilizando a mesma técnica, foi verificado [9, 14] que
as proteínas mais abundantes do plasma seminal bovi-
no foram facilmente visualizadas num pI entre 4,6 a
7,2, com peso molecular entre 12 a 17kDa e também
se apresentaram sob a forma de duas bandas. Foi ve-
rificado ainda que não ocorriam variações nas con-
centrações relativas destas proteínas entre os
ejaculados de diferentes reprodutores [14], o que está
de acordo com os achados deste estudo. Foi observa-
da uma diminuição significativa (70-80%) na concen-
tração das proteínas BSP ligadas à membrana
espermática depois da criopreservação do sêmen, o
que indica a ocorrência de modificações na membra-
na do espermatozóide, durante a congelação, as quais
podem alterar as propriedades da membrana, levando
à capacitação prematura do espermatozóide após o
descongelamento [30]. Desta forma, pode-se supor
que a maior quantidade desta proteína no plasma se-
minal, como foi observado nas amostras dos reprodu-
tores de alta congelabilidade neste estudo, poderia
conferir maior preservação das propriedades da mem-
brana espermática durante o processo da congelação
do sêmen.
A proteína 5, de peso molecular entre 15-
16kDa, pI 4,1 a 4,8 pode corresponder tanto à BSPA3
(15kDa, pI 4,8 - 5,2) [9, 25] como à proteína relacio-
nada à baixa fertilidade encontrada por Killian et al.
[20] com 16kDa pI 4,1. A mesma dúvida foi levanta-
da quando da identificação das principais bandas
protéicas do plasma seminal bovino em géis SDS-
PAGE, a 15% [14]. A BSP-A3 possui a mesma fun-
ção da BSP-A1/A2 (PDC-109), acima mencionada.
A banda protéica 7 (11-12kDa, pI 4,8-4,9) é
uma das mais importantes neste estudo, porque esta-
va presente em todas as amostras de plasma seminal
analisadas e com densidade óptica significativamente
superior nas amostras dos reprodutores do grupo de
maior congelabilidade. Provavelmente pode correspon-
der à proteína ácida do fluido seminal bovino aSFP
(12,9kDa. pI 4,8) [10, 47, 7]. Foi sugerido que a estru-
tura da aSFP pode ser responsável pela preservação
da membrana, possuindo um efeito antioxidativo na
peroxidação lipídica da membrana da célula esper-
mática in vitro [41]. O estresse sofrido no processo
da criopreservação tem como resultados a sobrevi-
vência, o prejuízo da função e a morte da célula esper-
mática [15]. O peróxido é produzido e liberado pelas
membranas das células mortas, em detrimento dos
espermatozóides vivos [39]. Conseqüentemente a pre-
sença da aSFP, quantitativamente superior nos repro-
dutores de maior congelabilidade do sêmen, pode ser
explicada pelo poder de preservação da membrana do
espermatozóide contra a peroxidação, conferido por
esta proteína.
As bandas protéicas 9, 17 e 21, apesar de se-
rem comuns a todas as amostras dos reprodutores,
apresentaram diferença significativa entre os touros,
indicando uma variação individual nos perfis protéicos
de cada reprodutor.
A banda protéica 9 (14-15kDa, pI 5,5-6,0) pode
corresponder à proteína Z13 (13kDa, pI 5,5) purificada
e classificada, da mesma forma que a aSFP como uma
espermadesina, mas com características estruturais
distintas das descritas no suíno [45].
A banda protéica 17 (14-16kDa, pI 8,0-8,5)
deve ser a ribonuclease BS 1, uma proteína de 13,6kDa,
pI, 8,98 classificada como uma das principais proteí-
nas básicas do plasma seminal bovino [40]. Foi de-
monstrado que esta proteína cobre a superfície do
espermatozóide ejaculado [42]. Os bovinos são a úni-
ca espécie que produzem a ribonuclease seminal [7].
A banda protéica 21 (20-24kDa, pI 7,2-7,5)
representa 8,54% das proteínas quantificadas nos géis,
e é provável tratar-se da proteína P6 (20kDa), classi-
ficada como uma das principais proteínas básicas do
plasma seminal [40]. É secretada pelas vesículas se-
minais e é idêntica à MCP-1 (monocytte-chemoattrac-
tant protein-1) bovina [48], que é uma importante
quimocina que recruta monócitos para os vasos
sangüíneos [17].
As demais bandas protéicas 11, 13, 15, 19, 23
e 25 não foram detectadas em todas as amostras dos
reprodutores e a freqüência destas bandas é mostra-
da na Tabela 3.
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A banda protéica 11 (13-14kDa, pI 6,0-6,5) pode
corresponder às proteínas BSP A1/A2 (PDC 109) ou
A3, pois foi observado que as BSP mostraram
heterogeneidade de carga e são representadas por um
grupo de bandas com o mesmo peso molecular, mas dis-
tribuídas em pontos isoelétricos diferentes [9]. Da mes-
ma forma que as BSP A1/A2 (PDC 109), a proteína 11
mostrou-se superior nas amostras de plasma seminal de
reprodutores de maior congelabilidade do sêmen.
A banda protéica 13 (14-15kDa, pI 6,5-7,5) pro-
vavelmente deve corresponder à EPV 20 (14,6kDa, pI
7,65), foi detectada no plasma seminal bovino [26], po-
rém a função desta proteína ainda não é conhecida [28].
A banda protéica 15 (11-12kDa, pI 7,5-8,0)
pode ser a Beta-2-microglobulina (11,6kDa; pI 8,24),
encontrada e seqüenciada no plasma seminal bovino
[26] é uma glicoproteína que, através de uma ligação
não covalente, está ligada a uma longa cadeia
polipeptídica, fazendo parte do primeiro grupo (deno-
minado de Classe I) das moléculas do HLA (Human
Leucocyte Antigen) [12].
A banda protéica 19 (16-18kDa, pI 7,0-7,5)
pode corresponder à TIMP 2 (inibidor da metalopro-
teinase 2 do tecido bovino), é uma proteína (16 e
21kDa, pI 6,93) que no plasma seminal, foi primeira-
mente identificada por Calvete et al. [7] e, posterior-
mente por Mortarino et al. [26]. A proteína de ligação
à heparina HBP-24 observada e relacionada à fertili-
dade de reprodutores [3], posteriormente, quando
seqüenciada apresentou 90% de identidade com a
TIMP-2 [24]. Estes autores foram os primeiros a ob-
servarem a ligação da TIMP-2 ao espermatozóide.
A banda protéica 23 (18-20kDa, pI 4,8-5,2),
apesar de representar apenas 1,67% das proteínas
quantificadas nos géis, é outra proteína de grande in-
teresse neste estudo. Avaliando-a sob o ponto de vista
dos valores da densidade óptica, ela apresentou-se
superior nas amostras dos reprodutores de maior
congelabilidade. Nas amostras dos 6 reprodutores con-
siderados de menor congelabilidade, a referida banda
está ausente em 5 animais. Nas amostras do repro-
dutor de menor congelabilidade na qual ela foi detec-
tada, os valores da densidade óptica foram de 0,42,
0,48 e 0,49, valores estes que se assemelham aos re-
sultados apresentados pelas amostras dos reprodutores
de maior congelabilidade. Por outro lado, no que se
refere à freqüência desta proteína, observa-se que ela
esteve presente em 90% dos reprodutores de maior
congelabilidade e em apenas um reprodutor (16,66%)
do grupo considerado de menor congelabilidade do
sêmen. Esta proteína pode corresponder à clusterina
cadeia alfa, que foi uma das proteínas seqüenciadas
do plasma seminal bovino [26], apresentando um peso
molecular de 25,35kDa e pI de 5,54. A clusterina é
uma glicoproteína que, no homem, possui sítios de li-
gação à heparina [33] e pode regular o transporte e a
redistribuição de lipídeos no plasma sangüíneo huma-
no [18]. Está presente no plasma seminal, bem como
na superfície da membrana da célula espermática do
bovino e do homem [16]. A clusterina está envolvida
em vários processos fisiológicos, incluindo adesão e
agregação celular [5] e maturação espermática [44].
Tendo em vista sua localização na membrana espermá-
tica e seu papel no transporte e redistribuição de
lipídeos, esta proteína poderia apresentar funções bio-
lógicas semelhantes às mencionadas para as BSP na
proteção da função da membrana espermática no pro-
cesso da criopreservação do sêmen.
Pelo peso molecular e pI encontrados, a banda
protéica 25 (25-26kDa, pI 6,0-6,5) pode corresponder à
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina, uma proteína
de 26kDa, pI 6,2 relacionada à alta fertilidade de
reprodutores bovinos [20] e à congelabilidade do sêmen
[38]. Entretanto, os resultados deste trabalho discordam
dos achados de Roncoletta et al. [38], que através de
eletroforese unidimensional, encontraram 40% a mais
desta proteína em reprodutores com melhor
congelabilidade, tendo atribuído este efeito à capacidade
da PGDS em participar de modificações de permeabili-
dade da membrana celular. Neste estudo, as amostras
de plasma seminal dos reprodutores de menor congelabili-
dade apresentaram a banda correspondente à esta pro-
teína com densidade óptica significativamente superior
(P< 0,05) às amostras dos reprodutores de maior conge-
labilidade, estando esta proteína presente em 100% (6/6)
das amostras dos reprodutores de menor congelabilidade
e somente em 30% (3/10) das amostras do plasma semi-
nal de reprodutores considerados de maior congelabilidade
do sêmen. O resultado encontrado por Roncoletta et al.
[38] talvez possa ser atribuído à técnica da eletroforese
unidimensional, pois em um mesmo peso molecular po-
dem ser encontradas proteínas com pontos isoelétricos
diferentes.
As evidências encontradas neste estudo indi-
cam que existem diferenças no perfil protéico do plas-
ma seminal dos reprodutores de maior e menor conge-
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labilidade do sêmen, sugerindo as proteínas 3 (15-
16kDa, pI 4,7-5,2), 7 (11-12kDa, pI 4,8-4,9), 11 (13-
14kDa, pI 6,0-6,5) e 23 (18-20kDa, pI 4,8-5,2) como
possíveis marcadores da congelabilidade do sêmen e
a proteína 25 (25-26kDa, pI 6,0-6,5) como indicativo
da menor congelabilidade do sêmen.
A confirmação da identidade sugerida para as
proteínas caracterizadas nesta pesquisa deve ser con-
firmada ou pelo seqüenciamento, ou pelo uso de anti-
corpo específico, se disponível.
Entretanto, são necessários novos estudos,
envolvendo um maior número de animais e mesmo,
mais ejaculados do mesmo animal para que estas con-
clusões sejam consideradas definitivas.
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